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摘要 : mir-17-92 基因 艇 (mir-17-92 clustenD) 是 兰 椎 动物 的 一 个 保守 miRNA JEDE, 在 哺乳 动物 细胞 增殖 、 分 化 、 
亡 及 发 育 等 多 种 生物 学 过 程 中 起 重要 的 调控 作用 。 同 时 , mir-17-92 基因 艇 又 是 一 个 癌 基 因 ， 在 多 种 肿瘤 中 表达 。 
管 对 mir17-92 基因 簇 的 研究 非常 广泛 , 但 其 作用 机 制 还 不 完全 清楚 。 鸡 mir-17-92 基因 艇 的 结构 组 成 特点 、 功 
及 其 作用 机 制 尚未 见 研究 报道 。 该 文 根 据 同一 miRNA 基因 簇 的 miRNAs 在 功能 上 相关 的 特点 ， 以 鸡 mir-17-92 
对 艇 序列 为 研究 对 象 , 采用 生物 信息 学 研究 方法 和 手段 ， 开 展 了 鸡 mir-17-92 基因 簇 的 基因 组 结构 、miRNAs 序 
组 成 、 靶 生物 学 过 程 和 信和 号 通路 以 及 miRNAs 结合 位 点 分 布 特点 等 分 析 研 究 。 结果 发 现 , X mir-17-92 EDS: Ud] 
MAPK, Wnt 和 TGF-B 等 多 个 重要 细胞 信号 通路 ; miRNA 结合 位 点 分 布 分 析 显 示 , 该 miRNA 基因 艇 多 个 成 员 
tk 同 作用 于 同一 个 肢 基 因 ， 提示 该 基因 徐 的 miRNAs 成 员 以 组 合 和 协同 的 方式 调控 靶 基 因 。 该 研究 为 深入 了 解 
mir-17-92 基因 复 如 何 调控 癌症 和 发 育 中 的 关键 细胞 过 程 黄 定 了 基础 。 
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Abstract: The miRNA cluster mir-17-92 is conserved in vertebrates and plays crucial roles in cell proliferation, 
differentiation, apoptosis and animal development. The mir-17-92 cluster also acts as an oncogene that is expressed in 
variety of cancers. Despite extensive study, the molecular mechanism underlying its functions is not fully understood. The 
fact that miRNAs in the same cluster are functionally related was used in the present study to investigate the function, and 
regulation of the chicken mir-17-92 cluster with GO analysis, pathway analysis, and binding site distribution analysis. 
The investigation found that the chicken mir-17-92 cluster regulated several vital cellular signaling pathways, including 
the MAPK, Wnt and TGF-B signaling pathway. A miRNA binding site distribution analysis found that multiple miRNAs 
within the mir-17-92 cluster targeted the same genes, suggesting that the miRNA members of the mir-17-92 cluster act 
synergetically to regulate target genes. This study paves the way for future investigation into how the mir-17-92 cluster 
may regulate key cellular processes involved in cancer and development. 
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微 RNA(miRNA) 是 长 度 约 为 22 nt 的 非 编 码 ”作用 (Inui et al, 2010). miRNA 的 调控 异常 会 导致 疾 
RNA DT, 是 一 类 重要 的 转录 后 调控 因子 (Zhang & ” 病 和 癌症 的 发 生 (Ventura et al, 2008)。miRNA 基因 
Su, 2009), 广泛 地 存在 于 动物 、 植 物 及 微生物 中 。 在 染色 体 上 的 分 布 并 不 是 随机 的 , 许多 miRNA 基 
miRNA 生成 的 阻 断 研究 表明 , miRNA 在 个 体 发 育 、 因 常 紧密 相 邻 ,形成 miRNA d [4 $x (miRNA 
细胞 增殖 、 分 化 及 凋 亡 等 多 种 生命 活动 中 发 挥 重要 cluster)。miRNA cluster 往往 由 一 个 共同 的 启动 子 调 
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控 , 转录 产生 一 个 多 顺 反 子 的 前 体 转录 本 ,前 体 转 
录 本 经 过 Drosha 酶 和 Dicer 酶 加 工 , 产生 多 个 成 熟 
的 miRNAs. mir-17-92 cluster ÆA, WER MEZA 
中 一 个 保守 的 miRNA cluster(Tanzer & Stadler, 
2004)， 具 有 6 个 串联 排列 的 miRNAs 前 体 ,可 产生 
miR-17-5p. miR-17-3p. miR-18a, miR-19a, miR-20a. 
miR-19b 和 miR-92 等 至 少 7 个 成 熟 miRNA 2) f 
(Wang et al, 2008). mir-17-92 cluster FKR- AL HJE 
究 表明 , 它 是 哺乳 动物 生长 发 育 所 必需 的 , mir-17-92 
cluster 殴 除 鼠 出 生 后 很 快 死 亡 , 并 伴 有 心脏、 肺 等 
发 育 缺陷 (de Pontual et al, 2011; Ventura et al, 2008); 
肺脏 过 表达 mir-17-92 cluster 会 导致 转基因 鼠 死 亡 ， 
转基因 鼠 和 肺脏 出 现 细胞 增殖 增强 ， 而 肺 上 皮 细 胞 分 
化 下 降 (Lu et al, 2007). mir-17-92 cluster 的 功能 多 种 
多 样 ， 可 调控 细胞 增殖 、 分 化 、 凋 亡 及 血管 再 生 等 
生物 学 过 程 (Zhang et al, 2009), 其 具体 生物 学 功能 
取决 于 细胞 类 型 和 发 育 阶段 等 。 目前 已 知 mir-17-92 
cluster Æ B 细胞 发 育 、 肺 祖 细 胞 增殖 和 分 化 、 脂 肪 
细胞 分 化 及 血管 发 生 等 中 发 挥 重要 作用 (Wang et al, 
2008; Lu et al, 2007). mir-17-92 cluster 是 目前 公认 
BS 9S — A 3E i 15 388 E Al (oncomir-1), 现 已 发 现 
vum 92 cluster d B 细胞 淋巴 瘤 、 淋 巴 瘤 、 
、 膀 胱 癌 、 结 肠 癌 、 前 列 腺 癌 、 胃 癌 及 胰腺 癌 
2 细胞 中 高 表达 (Lu et al, 2007; Olive et al, 
2010), WH, 在 淋巴 瘤 、 肺 瘤 等 多 种 瘤 细胞 中 均 存 
在 mir-17-92 cluster 基因 扩 增 现象 (Ota et al, 2004)。 
mir-17-92 cluster 和 原 癌 基 因 c-Myc 在 癌症 发 生 中 具 
有 协同 作用 , 过 表达 mir-17-92 cluster 能 促进 原 癌 
基因 c-Myc 诱导 的 淋巴 瘤 发 生 (O'Donnell et al, 2005; 
Tagawa et al, 2007), 而 敲 除 该 基因 簇 能 够 在 体外 降 
低 肿 瘤 细胞 的 生长 , 在 体内 能 降低 Myc 的 致 瘤 作 用 ， 
但 这 种 作用 可 被 重新 导入 mir-17-92 cluster 所 恢复 
(Mu et al, 2009)。 
生物 信息 学 分 析 和 实验 都 已 证 实 ， 同 一 
miRNA 基因 艇 的 miRNAs 在 功能 上 是 相关 的 (Yuan 
et al, 2009; Kim et al, 2009)。miRNA 通过 其 对 基因 
发 挥 作 用 , 但 是 , 通过 鉴定 靶 基 因 揭 示 miRNA 在 细 
胞 和 机 体内 生长 发 育 过 程 中 的 作用 及 作用 机 制 非 
常 困难 ,原因 一 是 miRNA 多 以 家 族 形式 存在 ,成员 
之 间 功 能 匈 余 ， 遗传 分 析 非 常 困难 ; 二 是 单个 
miRNA 得 基因 众多 , 靶 基 因数 量 可 从 儿 百 到 上 千 ， 



































































































































































































































Ri 























































































































































































































































































































用 并 不 大 , 即使 过 表达 miRNA, 一 般 它们 对 内 源 性 
驾 基 因 的 蛋白 表达 水 平 的 抑制 作用 也 不 超过 





























50%(Baek et al, 2008)， 而 在 这 种 情况 下 ,大 多 和 蛋白 
是 具有 活性 的 , 仍然 能 正常 发 挥 作用 。 这 说 明 , B 
然 每 个 miRNA FLIER, 但 是 , 仅 一 部 分 刘 基 
因 具 有 明显 的 生物 学 作用 。 相 对 于 单个 mRNA, 
miRNA cluster 的 功能 研究 难度 更 大 ,因为 miRNA 
cluster. 的 划 基 因数 量 更 多 ,其 作用 和 作用 机 制 更 为 
复杂 。 针 对 miRNA 功能 研究 的 困境 ， 人 们 提出 了 
究 miRNA 的 误 生 物 学 过 程 和 信号 通路 ,而 不 是 训 
基因 的 研究 策略 ,认为 这 可 能 是 一 个 更 好 的 选择 
(Inui et al, 2010)。 原 因 是 信号 分 子 复合 物 是 一 个 高 
度 动态 、 短 暂 而 又 非 化 学 配 比 的 复合 物 ， 其 形成 是 
一 个 剂量 依赖 性 的 反应 ,而 这 正 是 miRNA 调控 的 
i UE ME, 研究 已 证 实 , 在 动物 细胞 中 , 信 

通路 是 miRNA 调控 的 首要 靶 通 路 (Inui et al, 2010; 
a & Yarden, 2012). 

mir-17-92 cluster 是 一 个 被 广泛 研究 的 miRNA 
ERIR, 该 miRNA 基因 人 簇 的 多 个 成 员 的 靶 基 因 已 
得 到 实验 验证 , 目前, 已 知 的 鞭 基 因 有 E2F1、 
E2F2、 E2F3、 CDKNIA,. RB2/P130、 TGF-B1、 Pten、 
BIM(Bcl2 interacting mediator of cell death). cyclin 
Dl. CTGF. Tspl. MAPK9, MAPKIA4 及 STAT3 
等 (Aguda et al, 2008; Carraro et al, 2009; Mu et al, 
2009; O'Donnell et al, 2005; Olive et al, 2010; Peter, 
2010; Sylvestre et al, 2007; Trompeter et al, 2011; Yu 
et al, 2008). ^ mir-17-92 cluster 的 一 些 靶 基因 已 
得 到 验证 , 但 是 , 该 miRNA 基因 艇 参与 的 生物 学 过 
程 和 通路 还 远 未 弄 清楚 (de Pontual et al, 2011). 我 们 
在 鸡 前 脂肪 细胞 小 RNA 文库 重 测 序 中 发 现 ， 
mir-17-92 cluster 也 在 鸡 前 脂肪 细胞 中 表达 (Yao et al, 
2011), 但 目前 尚未 见 鸡 mir-17-92 cluster 的 研究 报 
3i. 为 此 , 我 们 开展 了 鸡 mir-17-92 cluster 的 基因 组 
结构 、miRNAs 序列 组 成 、miRNAs 作用 位 点 分 布 
及 其 靶 生 物 学 过 程 和 信号 通路 等 研究 ,为 下 一 步 实 
验 分 析 鸡 mir-17-92 cluster. 的 作用 及 其 作用 机 制 英 
定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 mir-17-92 $A $R] 
从 miRBase 数据 库 (http://microrna.sanger.ac.uk/) 
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fj —^ SUED] X5 ^* miRNAs 的 调控 ; 三 是 从 基 
因 表 达 量 的 变化 看 , MRNA OSEE DAL Z3 B 30 b fe 
































查询 到 鸡 、 人 、 黑猩猩 、 大 鼠 、 小 鼠 、 猪 、 ^F. 7] 
BR, JER KAKAS 12 种 动物 的 
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mir-17-92 cluster， 下 载 这 些 物 种 mir-17-92 cluster 各 
miRNA 的 前 体 序列 和 成 熟 序列 。 
1.20 mir-17-92 A$ DNA 序列 








edu/) 获 取 这 12 种 动物 mir-17-92. cluster 的 DNA 序 
列 和 基因 组 定位 信息 。 
1.3 mir-17-92 基因 艇 序列 的 比 对 分 析 

利用 ClustalW2.0(http://www.ebi.ac.uk/Tools/ 
msa/clustalw2/) 对 12 种 动物 mir-17-92 cluster 的 
DNA 序列 及 该 基因 秘 各 miRNA 的 前 体 序列 和 成 熟 
序列 做 比 对 分 析 。 
1.4 38 mir-17-92 基因 簇 的 功能 分 析 

以 鸡 mir-17-92 cluster(gga-mir-17-92 cluster) 7j 
Ur LM A. 
scan.org/). PicTar(http://pictar.mdc-berlin.de/cgi-bin/) 
和 miRDB(http://mirdb.org/miRDB/) $K fF, 4) fr 
gga-mir-17-92 cluster 各 miRNA HEIA Xem 
少 两 款 软 件 都 预测 到 的 鞭 基 因 作为 该 miRNA 基因 
ERREI, 根据 同一 miRNA 基因 簇 的 miRNAs 
在 功能 上 相关 的 特点 (Yuan et al, 2009; Kim et al, 
2009), 利用 David 数据 库 (http:/david.abcc.nciferf 
gov/), 分 析 gga-mir-17-92 cluster 调控 的 生物 学 过 程 
和 信和 号 通路 。 选 取 三 款 软件 都 预测 到 的 靶 基 因 作 为 
gga-mir-17-92 cluster Hj 4E ED], 进行 对 基因 的 
miRNA 作用 位 点 分 布 分 析 。 


2 fh R 


2.1 35 mir-17-92 $A fR RS Z8 15 4 41 

查询 miRBase 数据 库 可 知 ，gga-mir-17-92 
cluster 位 于 鸡 1 号 染色 体 上 ,其 DNA 序列 全 长 795 
bp. JH] UCSC Genome Browser 确定 gga-mir-17-92 
cluster 的 各 个 miRNA 在 染色 体 上 的 排列 顺序 ， 结 
果 发 现 , 鸡 、 人 和 鼠 mir-17-92 cluster 的 排列 顺序 相 
同 ( 图 1)。 目 前 , 已 知人 等 哺乳 动物 的 mir-17-92 
cluster 有 两 个 旁 系 同 源 体 mir-106a-363 cluster 和 
mir-106b-25 cluster(Ventura et al, 2008)。 人 mir- 
106a-363 cluster 位 于 XX 染色体, 该 基因 簇 的 初级 转 
录 本 称 为 Kis2, 包含 mir-106a、mir-18b、mir-20b、 
mir-19b-2、mir-92-2 和 mir-363 等 6 个 miRNA。 人 
mir-106b-25 cluster 位 于 7 号 染色 体 上 一 个 蛋白 质 编 
码 基 因 MCMT 的 第 13 个 内 含 子 内 , 包含 mir-106b、 
mir-93 和 mir-25 等 3 个 miRNA。 利 用 UCSC 数据 
库 的 BLAT, 发 现 鸡 基 因 组 序列 上 仅 有 一 个 





























通过 — TargetScan(http://www.target 








































































































































































































通过 UCSC Genome Browser(http://genome.ucsc. 


gga-mir-17-92 cluster 的 旁 系 同 源 体 gga-mir-106-20b 
cluster, 它 位 于 鸡 4 号 染色 体 上 , 包含 mir-106、 
mir-18b 和 mir-20b 等 3 个 miRNA. X% mir-17-92 
cluster 的 旁 系 同 源 体 与 人 等 哺乳 动物 该 基因 秘 的 旁 
系 同 源 体 的 构成 不 同 , 说 明 人 、 鼠 和 鸡 的 mir-17-92 
cluster 的 旁 系 同 源 体 的 产生 机 制 不 同 ， 
gga-mir-106-20b cluster 可 能 是 鸡 特异 性 的 。 
































图 A 人 chr.13. & chr.14 
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图 1 人 、 鼠 和 鸡 mir-17-92 EARE A) COS A EYE 
































(图 B) 的 结构 组 成 
Fig. 1 Schematic representation of the mir-17-92 cluster (A) 





and their paralogs (B) in human, mouse and chicken 
方 框 内 数字 或 数字 与 字母 的 组 合 代表 mir-17-92 基因 艇 及 其 旁 系 同 源 体 


中 的 相应 microRNA (The numbers or numbers with letter inside the boxes 

















stand for the corresponding microRNAs of the mir-17-92 cluster and their 


paralogs). 


mir-17-92 cluster 产生 的 miRNAs 可 以 分 为 3 个 
家 族 , 分 别 为 mir-17 家 族 、mir-19 家 族 及 mir-92 家 
族 ， 其 中 mir-17 家 族 包括 mir-17、mir-18 和 mir-20 
(Olive et al, 2010)。 对 gga-mir-17-92 cluster 及 其 旁 
系 同 源 体 gga-mir-106-20b cluster 的 所 有 前 体 
miRNAs 做 同 源 性 分 析 ,， 结果 发 现 ，mir-17、 
mir-18a/18b mir-20a/20b 及 mir-106 是 同 源 序列 , 均 
属于 mir-17 家 族 (RF00051), mir-19a/19b 是 同 源 序列 ， 
属于 mir19 家 族 (RF00245), 而 mir-92 属于 mir-92 
家 族 (RF00464)。 

2.2 mir-17-92 Z&[A $8 8] DNA 序列 比较 分 析 

查询 UCSC 数据 库 , 共 获 上 述 12 种 动物 中 9 
种 动物 (珍珠 鸡 、 狗 、 家 蝇 除 外 ) 的 mir-17-92 cluster 
基因 组 序列 ,比较 分 析 发 现 , 不 同 物种 mir-17-92 
cluster 在 其 染色 体 上 位 置 不 同 , 但 其 基因 组 序列 长 
度 相 近 , 约 781~883 bp。9 种 动物 mir-17-92 cluster 
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的 DNA 序列 比 对 结果 显示 ,mir-17-92 cluster 的 
DNA 序列 组 成 在 各 物种 间 保 守 性 较 高 ， 且 呈现 物 
种 间 进 化 关系 越 近 , 其 DNA 序列 的 相似 度 越 高 。 例 
如 ， 人 与 猪 、 狗 、 牛 及 鼠 mir-17-92 cluster 的 DNA 
序列 的 相似 度 为 8999-9796; 鸡 和 热带 爪 蟾 间 的 相 
似 度 为 79%， 而 鸡 和 热带 爪 蟾 与 人 等 哺乳 动物 间 的 
相似 度 则 都 在 50% 左 右 。 
2.3 mir-17-92 Z[X $E BU miRNAs 前 体 序列 和 成 熟 

序列 分 析 

已 获取 的 12 种 动物 mir-17-92 基因 艇 的 各 
miRNA 前 体 序列 (pre-miRNA) 的 比 对 分 析 显 示 , 鸡 
与 珍珠 鸡 除了 mir-19a 的 同 源 性 为 92%, mir-92a 同 
源 性 为 95% 外 ， 其 他 相对 应 pre-miRNA 序列 的 同 源 
性 均 为 100%。 同 时 还 发 现 ，mir-17、mir-18a、 
mir-19a、mir-20a 及 mir-92a 的 pre-miRNA 序列 在 
这 12 种 动物 中 的 保守 性 均 高 于 mir-19b 的 保守 性 
K 1); 而 mir-19b pre-miRNA 序列 的 保守 性 相对 较 
低 ， 主 要 是 由 于 斑马 鱼 与 其 他 物种 间 的 差异 略 大 ， 
12 种 动物 的 mir-19b pre-miRNA 序列 间 的 相似 度 在 
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(MIMAT0001114)、gga-miR-18a(MIMAT0001113)、 
gga-miR-19a(MIMAT0001112) gga-miR-19b 
(MIMAT0001110)、gga-miR-20a(MIMAT000111D 和 
gga-miR-92(MIMAT0001109)。 这 些 成 熟 miRNA 序 
列 的 比 对 分 析 显 示 ，mir-19 家 族 的 miR-19a 和 
miR-19b 的 序列 相似 度 很 高 ， 达 9596. mir-17 家 族 
中 , miR-17-5p 与 miR-20a 的 序列 相似 度 最 高 ， 为 
91%， 其 次 是 miR-20a 与 miR-18a, 为 8196; 而 
miR-17-3p 与 miR-17-5p 的 序列 相似 度 较 低 , 仅 有 
55%。mir-17 家 族 、mir-19 家 族 及 mir-92 家 族 间 各 
miRNA 成 熟 序 列 间 的 相似 度 都 不 高 ,在 47%~63% 
之 间 ( 表 2)。 

miRNA 成 熟 序列 5 端的 第 2~8 位 碱 基 序 列 组 成 
被 人 誉 为 “种 子 序列 (seed sequence)”， 种 子 序 列 是 
miRNA 与 靶 基 因 mRNA 的 3'UTR 结合 所 必需 的 。 
比较 鸡 mir-17-92 cluster Æ E 95 & [m] Ji f 
gga-mir-106-20b cluster 的 各 个 成 熟 miRNA 的 种 子 
序列 组 成 可 见 , 同属 于 mir-17 家 族 , miR-17-3p 独自 
具有 种 子 序列 CUGCAGU; 而 miR-18a/18b 的 种 子 
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70%~86%。 但 进一步 分 析 发 现 , mir- 19b pre-miRNA 序 
列 的 差异 主要 发 生 在 前 体 序列 中 成 熟 序列 以 外 的 区 
域 , 而 12 种 动物 mir-19b 的 成 熟 序列 仍 高 度 保守 。 

鸡 mir-17-92 dE DAS Ber" ^E 7 种 成 熟 miRNAs， 
即 gga-miR-17-3p(MIMATO0001115). gga-miR-17-5p 









































序列 完全 相同 , 为 AAGGUGC; miR-17-5p 、 
miR-20a/20b 和 miR-106 的 种 子 序列 完全 相同 , 为 





AAAGUGC。mir-19 家 族 的 miR-19a/19b 的 种 子 序 
列 也 完全 相同 , 是 GUGCAAA; 属于 miR-92 家 族 











的 miR-92 的 种 子 序列 是 AUUGCAC( 图 2). 


表 1 12 种 动物 mir-17-92 基因 徐 的 6 种 前 体 miRNA 序列 比 对 结果 














Tab.1 Multiple sequence alignments of 6 pre-miRNAs of the mir-17-92 cluster from 12 different animals (94) 

98 珍珠 鸡 人 黑猩猩 牛 猪 狗 GR 小 鼠 Eq JEDU MES 
Gallus Taeniopygia Homo Pan Bos Sus Canis Rattus Mus Monodelphis Xenopus Danio 
gallus guttata sapiens troglodytes taurus scrofa familiaris norvegicus musculus domestica tropicalis rerio 
mir-17 100 94 94 94 92 94 88 91 94 96 85 
mir-18a 100 98 98 100 98 100 97 97 98 84 86 
mir-19a 92 97 97 97 97 98 95 96 97 95 90 
mir-19b 100 95 95 95 96 96 93 93 95 86 7] 
mir-20a 100 94 94 94 94 91 88 89 91 83 84 
mir-92a 95 94 94 94 94 94 91 91 93 84 85 

R2 35 mir-17-92 HAK miRNA 成 员 成 熟 序 列 的 比 对 结 
Tab.2 Multiple sequence alignments of miRNA members of the chicken mir-17-92 cluster (99) 

E open A gga-miR-19b gga-miR-19a gga-miR-20a gga-miR-17-3p gga-miR-18a gga-miR-17-5p 
gga-miR-92 57 19 28 40 47 42 
gga-miR-19b 95 47 45 59 47 
gga-miR-19a 47 45 63 43 
gga-miR-20a 60 81 91 

gga-miR-17-3p 45 55 
gga-miR-18a 72 
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gga-miR-106 
gga-miR-17-5p 


gga-miR-20b 
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AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUA 22 

CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGU 24 
gga-miR-20a UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG 23 
CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG 23 


gga-miR-18b UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUA 22 
gga-miR-18a UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUA 22 


gga-miR-17-3p ^ ACUGCAGUGAAGGCA-CUUGU 20 


























gga-miR-19b UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA 23 
gga-miR-19a UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA 23 
gga-miR-92 UAUUGCACUUGUCCCGGCCUG 21 

图 2 X5 mir-17-92 基因 艇 及 其 旁 系 同 源 体 mir-106-20b 


基因 艇 中 各 miRNA 种 子 序列 比较 


Fig.2 Comparison of miRNA seed sequences of chicken 


mir-17-92 cluster and its paralog mir-106-20b 
阴影 粗 体 部 分 表示 种 子 序列 (Seed sequences are in bold)» 


2.4 38 mir-17-92 基因 簇 的 靶 生 物 学 过 程 和 信和 号 通 


路 分 析 


为 揭示 鸡 mir-17-92 cluster 的 作用 及 其 作用 机 


制 , 我 们 首先 预测 了 该 基 基 














E], 基于 同一 mRNA 基因 





相关 的 特性 (Yuan et al, 2009; Kim et al, 2009), 合并 





f$ miRNA HRE 
TERI miRNAs 在 功能 























整个 mir-17-92 cluster 的 靶 基 因 ， 进 而 分 析 该 
miRNA 基因 簇 所 调控 的 生物 学 过 程 和 信号 通路 ,我 
们 利用 TargetScan、PicTar 和 miRDB 软件 分别 获 
得 gga-mir-17-92 cluster 7 个 miRNAs 的 革 基 因 , JE 
计 4421 个 ,为 降低 靶 基 因 的 假 阳 性 率 , 选取 至 少 两 
ax AT Re TRU S rS) SUE DS E 7J gga-mir-17-92 cluster 





















































I SEED], 
































ESk 522 个 基因 。 将 这 522 个 基因 递交 





DAVID 数据 库 , 过 滤 后 得 到 476 个 基因 ,进而 利用 
表 3 基因 功能 聚 类 分 析 


Tab. 3 Gene functional annotation clustering analysis 




















DAVID(Background: Gallus) 对 这 476 ^P 4U 
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因 做 


gu 


GO(Gene Ontology) 分 析 、 功 能 聚 类 分 析 (Functional 


annotation clustering), KEGG P 
Pathway 分 析 。 


athway 和 Panther 








2.4.1 XŠ% mir-17-92 基因 簇 靶 基 
能 聚 类 分 析 ”GO 分 析 显 示 , 476 























因 的 GO 分 析 和 功 
个 基因 中 , 与 生物 





过 程 有 关 的 基因 (GOTERM BP FAT)222 ^, ir 








46.6%; 与 分 子 功能 有 关 的 基 


FAT)281 ^^, d 59.0%; 与 细胞 组 件 有 关 的 基因 
占 26.5%。 对 参与 生物 
作 进 一 步 分 析 (Thresholds: 








(GOTERM CC FAT)126 个 ， 
过 程 的 222 个 基因 

















因 (GOTERM MF 

















Count=5，EASE=0.05), 结果 发 现 , 参与 生物 过 程 的 























FE 
EH 











磷酸 化 及 修饰 等 ,其 中 RNA 

















基因 主要 富 集 于 RNA 代谢 、 转 录 调 控 、 信 号 转 导 、 


代谢 、 转 录 调控 是 


许多 miRNA 常见 的 靶 生 物 学 过 程 (Glazov et al, 











2008), X% mir-17-92 cluster 作 
信号 传导 和 和 蛋白 修饰 。 
DAVID 功能 聚 类 分 析 结 果 





























j 的 独特 之 处 是 调控 





显示 (Classification 











Stringency: Highest), 476 个 基因 
其 中 ,分 值 不 低 于 1(enrichment 
个 。 分 值 最 高 的 是 细胞 条 附和 蛋白 


蛋白 结构 域 富 集 )， 其 










































































f (InterPro 














大 分 子 降解 过 程 (GO 生物 学 过 程 富 集 )、 核 糖 核 共 1 








结合 功能 (GO 分 子 功能 富 集 )、 


(uniprot database, 集 白 序 列 特征 富 集 )、 人 金属 离子 结 











合 功能 (GO 分 子 功 能 富 集 )、 转 录 




















存在 60 MERIK, 
score>1) 的 艇 有 16 
Cadherin 家 族 富 集 
次 是 依赖 于 修饰 











cr 














X 








脂 类 分 子 结合 














负 调 控 (GO 生物 学 





过 程 富 集 ) 以 及 大 分 子 合成 的 负 调 控 (GO 生物 学 过 
程 富 集 ) 等 富 集 艇 ( 表 3)。 


























Annotation cluster Enrichment score Count P Value 
dà SERE T RIME 基因 数 P 值 
Annotation Cluster 1 Enrichment Score: 4.8 
INTERPRO Cadherin, N-terminal 10 2.9E-8 
Annotation Cluster 2 Enrichment Score: 3.41 
GOTERM BP FAT modification-dependent macromolecule catabolic process 15 1.5E-4 
Annotation Cluster 3 Enrichment Score: 3.38 
GOTERM MF FAT ribonucleotide binding 68 2.7E-4 
Annotation Cluster 4 Enrichment Score: 3.11 
UP SEQ FEATURE lipid moiety-binding region:S-geranylgeranyl cysteine 6 9.2E-5 
Annotation Cluster 5 Enrichment Score: 2.5 
GOTERM MF FAT metal ion binding 95 2.3E-3 
Annotation Cluster 6 Enrichment Score: 2.45 
GOTERM BP FAT negative regulation of transcription 13 1.6E-3 
Annotation Cluster 7 Enrichment Score: 2.43 
GOTERM MF FAT GTP binding 19 3.3E-3 
Annotation Cluster 8 Enrichment Score: 2.39 
GOTERM BP FAT negative regulation of macromolecule biosynthetic process 14 3.2E-3 
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2.4.2 JS mir-17-92 JE AA RUE DATI] KEGG Pathway 
fll Panther Pathway fr. KEGG 通 路 富 集 分 析 显 示 
(Thresholds:count-5, EASE-0.05), 476 ^UE prp, 
121 个 基因 参与 KEGG 代谢 通路 ， 占 25.499. 7 个 具 
有 显著 性 的 KEGG 代谢 通路 (P<0.05) 分 别 是 MAPK 
信号 通路 (19 个 基因 )、Wnt 信和 号 通路 (11 个 基因 )、 
TGF-B 信和 号 通路 (8 个 基因 )、 泛 素 介 导 的 蛋白 降解 
通路 (12 个 基因 )、 内 甜 作用 通路 (13 个 基因 )、 秋 着 
斑 通 路 (12 个 基因 ) 和 卵 母 细 胞 减 数 分 裂 通路 (8 个 基 
因 )( 表 4)。 

Panther pathway 分 析 显 示 (Thresholds:count=2, 
EASE=0.1), 476 个 靶 基 因 中 , 33 个 基因 参与 2 个 显 
著 的 富 集 通 路 (P<0.05)， 分 别 是 Wnt 信和 号 通路 (20 个 
基因 ) 和 cadherin 信号 通路 (13 个 基因 )。 另 外 ,还 有 
8 个 基因 参与 TGF-B 信号 通路 (P<0.1)( 表 4。 




































































































































































































































































表 4 鸡 mir-17-92 基因 簇 靶 基因 的 通路 分 析 
Tab.4 Pathways analysis of target genes of the chicken 
mir-17-92 cluster 















































信号 通路 HEA ”百分率 PH 
Pathway term Count! %? P Value 
KEGG 通路 KEGG pathway 
2 E YS RE 
MAPK 15 Ee 19 40 48E-4 
MAPK signaling pathway 
ES n i yg nm 
泛 素 介 导 的 重 口 降解 通路 12 2.5 2.9E-3 
Ubiquitin mediated proteolysis 
NR 
内 春 作 用 通路 13 2.7 1.4E-2 
Endocytosis 
CENSET 
Wnt 信号 通路 11 23 L6E2 
Wnt signaling pathway 
二 号) 
TGF 信号 通路 8 17 1.7E-2 
TGF-f signaling pathway 
SU PER 
Focal adhesion 12 2m OE 
"m Schede Am 
孵 母 细胞 减 数 分 离 通路 mW». uus 
Oocyte meiosis 
Panther 通路 Panther pathway 
>s ET YS 
Wut 信号 通路 20 42 3.7B-4 
Wnt signaling pathway 
Cadherin 信号 通路 
Cadherin signaling pathway 2 eS 
oe EL 
TGF-B 信号 通路 8 17 9.1E2 


TGF-f signaling pathway 
1 参与 该 代谢 途径 的 靶 基 因数 (Numbers of involved genes); ?参与 该 代谢 
途径 的 训 基 因数 除 以 基因 总 数 (Numbers of involved genes/Numbers of 


total genes). 





3'UTR (296 bp) 





























-. ATTTATTTTTTGAACGTT 


2.5 35 mir-17-92 cluster 的 miRNAs 结合 位 点 分 布 
分 析 

miRNA 通过 其 种 子 序列 与 对 基因 mRNA 
3'UTR 区 碱 基 互 补 来 调控 靶 基 因 的 表达 。 误 基因 
mRNA 3'UTR 区 具有 多 个 miRNA 的 结合 位 点 ， 同 
时 受 多 个 miRNA 的 调控 , 这 些 miRNA 存在 组 合 和 
协同 作用 (Yan & Wang, 2010). XE 3'UTR 的 
miRNA 结合 位 点 分 布 能 揭示 miRNA 之 间 的 组 合 和 
协同 作用 。 为 此 , 我 们 选取 三 款 软件 (TargetScan、 
PicTar 及 miRDB) 都 能 预测 到 的 gga-mir-17-92 
cluster 靶 基 因 进 行 鸡 mir-17-92 基因 复 miRNAs 结 
合 位 点 分 析 , 共 获 138 个 靶 基 因 。 这 其 中 ,至 少 两 
款 软件 预测 由 相同 mirRNA 调控 的 误 基 因 有 136 
个 。136 个 靶 基 因 中 , 受到 gga-mir-17-92 cluster 中 
1 个 miRNA 调控 的 基因 仅 有 2 个 , 主要 受 
miR-17-5p, 或 miR-17-3p, 或 miR-18a, 或 miR-20a 
调控 ; 受 2 个 miRNA 调控 的 基因 有 91 个 , 主要 受 
mir-19a 和 mir-19b, 或 mir-17-5p 和 mir-20a 的 调控 ; 
受 3 个 miRNA 调控 的 基因 有 9 个 , EHZ 
miR-17-5p/17-3p/18a/20a/92 与 miR-19a 和 miR-19b 
调控 , m miR-17-3p. miR-17-5p 和 miR-20a 的 调 
fi; 受 4 个 miRNA 调控 的 基因 有 14 个 , 主要 受 
miR-17-5p. miR-20a. miR-19a 和 miR-19b 的 调控 。 
这 提示 gga-mir-17-92 cluster 在 调控 靶 基 因 时 , 该 基 
If miRNA 成 员 之 间 存 在 组 合 和 协同 作用 。 由 于 
鸡 mir-17-92 cluster 的 mir-17 家 族 (mir-17-5p 和 
mir-20a) 和 mir-19 家 族 (mir-19a 和 mir-19b) 内 成 员 的 
同 源 性 很 高 ,尤其 是 它们 的 种 子 序列 组 成 完全 相同 
(图 2), 因此 , 该 miRNA 基因 簇 中 同 家 族 的 这 些 种 
子 序列 完全 相同 的 miRNAs 的 结合 位 点 相同 且 它 们 
的 靶 基 因 绝 大 多 数 是 相同 的 。 另 外, 该 miRNA 基因 
徐 不 同 家 族 成 员 还 存在 结合 位 点 的 部 分 重 县 
(mir-17 家 族 和 mir-19 家 族 ) 现 象 (图 3， 网 4), 这 说 
明 mir-17-92 基因 簇 成 员 存 在 功能 见 余 现象 。 事实 
E, 已 有 研究 报道 mir-17-92 基因 艇 的 mir-17 家 族 






















































































































































































































































































































































































和 mir-19 家 族 成 员 协 同调 控 Pten 基因 (Xiao et al, 
2008)。 


miR-19a/19b 





ITTGCAC TTTTATTTAGTATCGCT — 


miR-17-5p/20a 





图 3 mir-17-92 JEDE BMPR2 基因 3'UTR 的 结合 位 点 图 示 











Fig.3 The binding site distribution of mir-17-92 cluster miRNAs in the 3'UTR of BMPR2 gene 
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miR-19a/19b 








4 0 0 00—. miR-17-5p/20a 





























Ei 











mir-17-92 cluster 十 





个 在 将 椎 动物 非常 保守 






































的 miRNA 基因 复 ， 这 提示 该 miRNA 基因 艇 在 动物 

















生长 发 育 过 程 中 发 挥 重要 作用 。 实 验 也 已 证 明 , 敲 























除 mir-17-92 cluster 会 导致 动物 发 育 异 常 (de Pontual 














et al, 2011), 其 表达 异常 会 导致 疾病 (肿瘤 ) 的 发 生 
(Olive et al, 2010)。 鸡 mir-17-92 cluster 靶 基 因 的 GO 



































分 析 显 示 , 该 miRNA 基因 











簇 除了 参与 RNA 代谢 、 


转录 调控 外 , 还 调控 信号 转 导 。 进 一 步 的 KEGG 和 


Panther 通路 分 析 显 示 , i 
重要 的 信号 通路 。KEG 





A 
G 


miRNA 基因 艇 调控 多 个 
通路 富 集 分 析 显 示 ， 鸡 

















Imir-17-92 cluster $E [A] 














富 集 于 MAPK 信和 号 通路 、 














泛 素 介 导 的 蛋白 降解 通路 、 内 吞 作 用 通路 、Want 信 



























































号 通路 、TGF-B 信号 通路 、 笑 着 开通 路 和 卵 母 细 胞 
减 数 分 裂 通路 。Panther 通路 富 集 分 析 同 样 发 现 ,该 















































miRNA AAEE ARET TGF-B 信和 号 通路 和 
Wnt 信号 通路 。 事 实 上 , 近年 研究 已 发 现 ， 多 个 
miRNA 参与 MAPK 信和 号 通路 、TGF-B 信和 号 通路 、 












































Notch 信和 号 通路 、Wnt 信号 通路 以 及 Hh 信和 号 通路 等 
的 调控 (Avraham & Yarden, 2012; Hagen & Lai, 























2008). MAPK 信和 号 通路 是 KEGG 通路 分 析 中 富 集 



























































靶 基 因 最 多 、P 值 最 小 的 通路 (P=4.8x10”)。MAPK 

















言 号 通路 也 是 细胞 最 为 广泛 存在 的 信号 传导 通路 














之 一 ,可 以 被 许多 细胞 因子 激活 ， 从 而 调控 细胞 生 

















长 、 发 育 、 分 化 和 凋 亡 等 许多 生理 学 过 程 , 特别 是 
细胞 周期 的 调控 。 与 我 们 的 分 析 结 果 相 一 致 ， 哺 乳 
动物 实验 研究 已 证 实 mir-17-92 cluster 调控 细胞 周 
期、 促进 细胞 增殖 并 抑制 细胞 凋 亡 (Lu et al, 2007; 
Wang et al, 2008)。 多 个 已 鉴定 的 mir-17-92 cluster 
E2F3、CDKNIA 和 Rbl2 
TF, 这 些 肢 基因 主要 是 
因 ; 而 靶 基 因 MAPK9 和 







































































等 都 是 细胞 周期 的 调控 








MAPK 信号 通路 的 下 游 基 








PEIE], W E2F. E2F2. 






















































































MAPK14 则 是 MAPK 信和 号 


通路 的 上 游 分 子 (Carraro 














et al, 2009; Trompeter et al, 2011)。 综 合 本 研究 结果 
可 知 ， 鸡 mir17-92 cluster 可 在 不 同 层 面 调控 
MAPK 信号 通路 。 泛 素 介 导 的 蛋白 降解 通路 在 细胞 
许多 基本 生命 活动 中 发 挥 重 要 作用 , 它 调 控 细胞 周 


















































图 4  mir-17-92 JEDE dE ZNF238 基因 3'UTR 的 结合 位 点 图 示 
Fig.4 The binding site distribution of mir-17-92 cluster miRNAs in the 3'UTR of ZNF238 gene 
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期 、 细 胞 分 化 、 信 号 通路 及 机 体 发 育 等 (Ciechanover 











et al，2000)。 通 过 泛 素 介 导 的 
mir-17-92 cluster 不 仅 直接 调控 细胞 ] 
而 且 可 以 通过 该 通路 调控 其 他 信号 
通路 激活 时 间 、 信 号 强度 以 及 持续 时 
胞 内 不 同 信号 通路 。 Wnt 信号 通路 和 TGF-B 通路 是 


















































白 降 解 通路 ， 鸡 
BUR EAS, 




















Fn], 2PEMIS SR 


路 活性 ， 决 定 
































X% mir-17-92 cluster 的 另 两 个 富 集 信和 号 通路 ， 实 验 


已 证 实 mir-17-92 cluster 调控 经 : 
UJEA] Cyclin D1(Yu et al, 2008), mir-17-92 cluster 
是 TGF-B 信号 通路 的 强 抑 外 





















































Wnt 信号 通路 的 





冲剂 ， 它 可 在 多 个 层面 调 


控 该 信号 通路 (Li et al, 2011; Mestdagh et al, 2010). 





Cadherin 是 一 个 大 的 刹 


附 ， 这 类 蛋白 对 于 组 织 结 








FRAZIR, -Au HIR 
E 长 发 育 非常 重要 


(Carraro et al, 2009; Derycke & Bracke, 2004). 


DAVID 功能 富 集 分 析 显 

















7n, cadherin 蛋白 是 靶 基 因 
WE a Eik, Panther pathway 通路 分 析 显 示 , 鸡 
mir-17-92 cluster 的 靶 基 
路 (P<0.05); 而 KEGG 分 析 发 现 该 基 
于 局 部 纤 着 斑 通 路 (P<0.05), 这 些 分 析 结 果 都 提 
示 , mir-17-92 cluster Ji fJ AE. DUE SOUS UE 


EF cadherin 信号 通 
AFERE REA] ei 






































实 mir-17-92 cluster Z- 4l th MTSI YF (Carraro et 


al, 2009; Mestdagh et al, 2010). 
由 上 述 讨 论 分 析 可 见 ,我 们 对 mir-17-92 cluster 





























的 靶 生 物 学 过 程 和 通路 分 析 结果 是 可 靠 的 。 从 通路 
分 析 结 果 看 , XS mir-17-92 cluster 可 在 生物 学 过 程 


























和 信和 号 通路 的 多 个 层面 发 挥 调 















































j， 但 是 ， 目 前 








对 mir-17-92 cluster 的 了 解 还 不 是 很 充分 , 仅仅 鉴 




















定 了 少 

















MEEI, 许多 
研究 证 实 ， 而 这 些 研究 的 
mir-17-92 cluster HJ ÆR 
































并 为 相关 肿瘤 的 防治 提供 依据 。 
XŠ mir-17-92. cluster 的 调控 

















明 ， 该 基因 





秘 成 员 可 以 协同 调控 同 
同 层面 调控 同一 信号 通路 。 这 种 了 
重要 的 生物 学 意义 ， 这 í 
mechanism)， 可 确保 细胞 和 机 体 的 基因 




























































































余 现 象 具有 
制 (fail-safe 
表达 、 生 长 
Hé, 或 即使 出 错 


























及 发 育 的 精细 调控 ， 保 详 








的 调控 还 有 待 于 实验 
展 将 有 望 全 面 揭示 
有 及 其 致癌 机 制 ， 








[可 以 在 不 




















也 不 至 于 有 大 的 影响 。 另 外 , 尽管 mRNA 的 调控 作 














462 动 物 





用 小 , 但 是 这 种 miRNA 基因 簇 的 多 个 成 员 共 同 作 
用 于 一 个 信号 通路 的 不 同 基因 和 同一 个 基因 ， 就 会 
起 到 放大 其 调控 作用 的 目的 。 

X% mir-17-92 cluster 的 保守 性 及 其 对 生物 学 过 
程 和 信号 传导 通路 的 分 析 提 示 , 该 miRNA EDI 
在 鸡 的 细胞 增殖 、 分 化 、 凋 亡 及 生长 发 育 过 程 中 发 
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挥 着 十 分 重要 作用 。 下 一 步 我 们 将 针对 鸡 mir-17-92 
cluster. 所 调控 的 生物 学 过 程 和 信和 号 通路 ， 重 点 分 析 
它 在 鸡 脂 肪 细胞 增殖 和 分 化 中 的 作用 以 及 作用 机 
制 , 这 将 有 助 于 揭示 鸡 脂肪 生长 发 育 的 分 子 调控 机 
制 ， 并 将 为 优质 低 脂 肉鸡 的 分 子 育种 莫 定 理论 
基础 。 
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